DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Gassification interaationale des brevets ^ : 

C12N 15/51, A61K 31/70 
C12N9/00 



Al 



(11) Numero de publication interaationale: WO 93/05157 

(43) Date de pubHcatioo interaationale: 18 mars 1993 (IS.03.93) 



(21) Numero de la demande interaationale : PCT/FR92/00840 

(22) Date de dep ' t interaational : 3 septembre 1 992 (03.09.92) 



(30) Donnees relatives a la priorite: 

91/10872 3 septembre 1991 (03.09.91) FR 



(71) Deposant (pour torn les Etats designis sauf US): GENSET 

[FR/FR]; 1, passage Etienne-Delaunay, F-75011 Paris 
(FR). 

(72) lDVenteur5; et 

(75) Inventeurs/Deposants fUS seulement) : BLUMENFELD, 
Marta [FR/FR]; 75, rue Bobillot, F-75013 Paris (FR). 
THILL, Gilbert [FR/FR]; 24, me Victor-Hugo, F-92270 
Bois-Colombes (FR). VASSEUR, Marc [FR/FR]; 25, 
boulevard Arago, F-75013 Paris (FR). 



(74)Mandataire: WARCOIN, Jacques; Cabinet Regimbeau, 
26, avenue Kleber, F-75116 Paris (FR). 



(81) Etats designes: AU, CA, JP, KR, US, brevet europeen (AT, 
BE, CH, DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
NL, SE). 



Publiee 

Avec rapport de recherche intemationale. 



(54) Title: RIBOSOMAL STRUCTURE DERIVED FROM THE GENOMIC UNA STRUCTURE OF THE DELTA HEPA- 
TITUS VIRUS 

(54)Titre: STRUCTURE RIBOZYMIQUE DERIVEE DE L'ARN GENOMIQUE DU VIRUS DE L'HEPATITE DELTA 



(57) Abstract 

The present invention concerns a ribosomal structure derived 
from genomic RNA of the delta hepatitus virus consisting in one or 
more fragments of said genomic RNA of the delta hepatitus virus, 
capable of having a catalytic trans cleavage activity on another 
molecule containing a given RNA nucleic acid sequence. 

(57) Abrege 

La presente invention conceme une structure ribozymique de- 
rivee de I'ARN genomique du virus de I'hepatite delta consistant 
dans un ou plusieurs fragments dudit ARN genomique du virus de 
I'hepatite delta, et capable d'exercer une activite catalytique de cou- 
pure en trans sur une autre molecule comportant une sequence spe- 
cifique d'acide nucleique d' ARN. 
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STRUCTURE RIBOZ YMIOUE DERIVEE DE L'ARN GENOMIQUE DU VIRUS DE 
TT tiEPATITE bELTA 

La presente invention concerne une nouvelie structure 
ribozymique pouvant couper en trans une molecule cible d'ADN ou d'ARN- 

Precisement, cette nouvelie structure ribozymique est une 
molecule d'ARN derivee de TARN genomique du virus humain de I'hepatite 
5 delta* 

L'ARN genomique du virus humain de Thepatite delta presente 
des activites autocatalytiques. A partir de fragments d'ARN de taille 
reduite conservant une activite autbcatalytique de coupure, derives de 
TARN viral genomique, on a reussi selon I'invention a separer de fa^on 

iO distincte une partie catalytique et une partie substrat, comme il sera 
explicite ci-apres. 

Des lors, une coupure peut ^tre obtenue au cours d'une 
reaction binaire en melangeant la structure ribozymique ayant Tactivite 
catalytique avec un ARN ou ADN substrat heterologue. Cette caracterisa- 

15 tion d'un fragment a activite catalytique de coupure permet, selon 
I'invention, d'utiliser ces structures ribozymiques de I'ARN genomique du 
virus de I'hepatite delta comme structure ribozymique du type ^'humain" 
pour le clivage d'ARN cibies, in vitro ou in vivo, a des fins experimentales, 
therapeutiques ou prophylactiques. 

20 Les ribozymes sont des molecules d'ARN qui sont naturellement 

capabies d'exercer des activites catalytiques, et particulierement des 
activites RNAsiques* On a cherche, a partir de tels ribozymes naturels, a 
determiner des structures ribozymiques artificielles capabies d'exercer des 
coupures enzymatiques sur des ARN cibles specifiques. 

25 De tels ribozymes fournissent done des outils therapeutiques 

pouvant etre utilises dans le cadre d'approches de type oligonucleotides 
"antisens", notamment pour degrader specifiquement des ARN cibles de 
type pathogenes. 

Les activites ribozymiques semblent largement repandues, et 

30 I'on a decrit des ARN catalytiques chez les bacteries, les protozoaires, les 
plantes, et les systemes animaux. Les premieres activites ribozymiques ont 
ete mises en evidence tout d'abord dans les systemes d*epissage des introns 
de classe I, puis dans la RNase P. Plus recemment, on a decouvert que les 
genomes de nombreux virus a ARN, de plantes ou meme de mammiferes 
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portaient egalement des activites ribozymiques qui intervenaient au cours 
du cycle de multipiicatioa virale. Enfin, certains ARN transcrits a partir de 
regions d'ADN satellite chez le triton presentent egalement une activite 
ribozymique natureller servant a couper les transcrits concatemeriques^ 
■5 L 'analyse 'de la structure des ribozymes genomiques de 

certains virus de plantes a mis en evidence des sequences reactionnelles 
communes ainsi que des structures secondaires consensus qui ont permis de 
construire des ribozymes pouvant agir sur mesure comme agents de clivage 
de sequences specifiques d'ARN. L'analyse des regions impliquees dans ces 
iO coupures a fait apparaltre une structure commune dite en "tete de 
marteau", ou en "T", necessaire et suffisante pour effectuer la reaction 
nucleasique, 

Une seconde classe de ribozymes, derives egalement d'un virus 
de plante presente une structure catalytique en "epingie a cheveux", ou 

i5 structure en "L". 

Ces differents types de ribozyme fonctionnent in vitro, mais 
les efficacites de coupure in vivo, dans des cellules animales ou humaines, 
sont encore peu efficaces. Cette inefficacite relative est vraisemblablement 
due, au moins en partie, au fait que toutes ces ribozymes sont derivees de 

20 virus vegetaux et non de virus animatix ou meme humains. 

Le virus de I'hepatite delta est un virus humain a ARN, que 
Ton trouve system a tiquement associe au virus de I'hepatite B. L'ARN 
genomique, et egalement TARN anti-genomique de ce virus presentent tous 
deux une activite de clivage autocatalytique. La sequence du fragment 

25 d'ARN de longueur minimale presentant une activite ribozymique n'offre 
aucune ressemblance avec les motifs catalytiques deja connus de type "T" 
ou "L". Le virus de I'hepatite delta se replique dans les hepatocytes 
humains et son activite ribozymique fonctionne parfaitement dans ces 
cellules. Son activite ribozymique a ete naturellement selectionnee pour 

30 fonctionner dans des cellules humaines de foie et on dispose done avec ce 
modele d'un exemple parfait de ce que pourrait etre un ribozyme actif chez 
I'homme, 
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L'ARN genomique du virus de I'hepatite delta, long de 
1700 nucleotides, comporte en effet une region capable d'exercer une 
coupure autocatalytique. Cette coupure autocatalytique peut etre effectuee 
par un sous-fragment d'une longueur de 89 nucleotides dont la structure 
secondsiire peut se sch'ematiser sous la forme representee a la figure 1. 

Cette structure longue de 89 nucleotides comporte une 
conformation de type "pseudo-noeud". La coupure autocatalytique 
s'effectue au niveau de la liaison phosphodiester indiquee par la fleche sur 
la figure L 

A partir de ce fragment ribozymique a activite autocatalytique 
on a, selon la presente invention, fourni des structures ribozymiques 
comportant une activite catalytique pouvant s'exercer en trans, au cours 
d'une reaction binaire, sur une seconde molecule d'ARN cible. Cette 
invention fournit de nouvelles molecules ribozymiques pouvant cliver 
efficacement des molecules d*ADN ou d'ARN cible, notamment de nature 
pathologique, a des fins therapeutiques ou prophylactiques, dans des 
cellules humaines, animales ou meme vegetaies. 

II s'agit la d'une nouvelle activite ribozymique en trans. La 
molecule responsable de cette coupure en trans presente une structure et 
une sequence ne correspondant a aucune autre structure ribozymique 
agissant en trans precedemment decrite. 

En utilisant les techniques de synthese chimique de TARN, des 
sous-fragments d'ARN correspondant a differentes regions de la molecule, 
representee figure 1, ont ete prepares. Ces differents fragments ont ensuite 
ete testes dans des experiences de reconstructions afin de differencier les 
fragments substrats des fragments catalytiques. 

La presente invention a done pour objet une structure 
ribozymique derivee de TARN genomique du virus de I'hepatite delta 
consistant dans un ou plusieurs fragments dudit ARN genomique du virus de 
I'hepatite delta, et capable d'exercer une activite catalytique de coupure 
en trans sur une autre molecule comportant une sequence specifique d'acide 
nucleique ARN. 

Par "autre molecule", on entend selon la presente demande 
que la coupure s'exerce sur une molecule autre que TARN genomique du 
virus de I'hepatite delta. 



Dans un mode de realisation particulierement approprie la 
structure ribozymique est constituee de un ou deux fragment(s) issu(s) de la 
sequence de 7^ nucleotides comportant les nucleotides de 16 a 89 
representes sur la figure 2. 

Parmi les structures testees, les strutures ribozymiques 
preferees, c*est-a-dire les plus efficaces en termes d'activite de coupure, 
comportent un seul fragment. 

En particulier, la structure ribozymique selon I'invention peut 
consister dans le fragment de 7^ nucleotides comportant les nucleotides de 
16 a 89 ou ce meme fragment 16-89 dans lequel une partie seulement des 
nucleotides 50 a 77 ont ete deletes.. Lorsque la totalite de la sequence 
50-77 a ete deletee, le fragment perd de son activite catalytique de 
coupure. 

De preference, la structure ribozymique selon ^invention 
comportera une sequence d'au moins 12 nucleotides. 

Selon Finvention, ladite sequence d'acide nucleique de ladite 
autre molecule correspond a un fragment de I'ARN genomique du virus de 
Phepatite delta substrat de ladite activite catalytique de coupure en trans. 

En particulier, ladite sequence d'acide nucleique de ladite 
autre molecule substrat de I'aGtivite catalytique pourra comporter la 
sequence 5'XGGCC3' avec X = C ou U, ladite structure ribozymique etant 
capable d*exercer Vactivite nucieasique ou ribonucleasique sur la liaison 
phosphodiester entre X et G. 

Dans un mode de realisation, ladite sequence d'acides 
nucleiques de ladite autre molecule pourra comporter le fragment de 8 
nucleotides allant des nucleotides 5 a 12 representes sur la figure 2. 

De fafon appropriee, I'activite catalytique de coupure a lieu 
en presence d'ions metalliques divaients, notamment le magnesium. 

Dans un mode de realisation de Tinvention, la structure 
ribozymique selon lUnvention est inseree dans ladite autre molecule et est 
capable d'exercer une activite autocatalytique de clivage sur cette autre 
molecule dans laquelle elle est inseree. 



Comme on J'a vu, la structure ribozymique selon lUnvention 
exercera une activite ribonucleasique, notamment endoribonucleasique sur 
une autre molecule comportant un polyribonucleotide de sequence 
specifique. 

La structure ribozymique selon I'invention peut etre utilisee a 
des fins therapeutiques ou prophylactiques dans des cellules procaryotes ou 
eucaryotes, animales ou vegetales, ladite autre molecule pouvant done etre 
une molecule heterologue de cellules animales ou vegetales* 

On pourra utiliser la particule virale de Thepatite delta 
comme systeme d*encapsidation ou tout autre vecteur pour la delivrance 
intra-celluiaire de structures ribozymiques selon I'invention, que ce soit 
dans des bacteries, des cellules eucaryotes, animales ou vetetales. 

D*autres avantages et caracteristiques de la presente invention 
apparaitront a la lumiere de la description detaillee qui va suivre* Cette 
description est faite en reference aux figures 1 a ^. 

- La figure 1 represente la structure secondaire potentielle en 
"pseudo-noeud" d'un fragment autocatalytique de I'ARN genomique du virus 
de rhepatite delta. 

- La figure 2 represente la structure potentielle du complexe 
binaire de coupure en trans par un ribozyme derive du brin genomique du 
virus de 1 'hepatite deltas 

- La figure 3 represente i'autoradiographie d'un. gel de 
polyacrylamide 20 % sur lequel on a fait migrer les produits des 
incubations d'une structure ribozymique selon I'invention avec son substrat, 
apres des temps variables. 

- La figure ^ represente une analyse sur gel de polyacrylamide 
10 %/7 M uree des produits d'une cinetique de coupure autocatalytique 
d'une structure ribozymique de 71 nucleotides de long comportant une 
deletion dans la structure auto-appariee 50-77. 

Exemple 1 

Parmi les combinaisons testees on a decouvert, comme on Ta 
vu, qu'il etait possible d'effectuer une coupure en trans en utilisant comme 
substrat un fragment compose, par exemple, de 13 nucleotides (1 a 13) de 
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la figure 2 et en utilisant comme structure ribozymique une molecule 
composee soit de deux fragments, comportant respectivement les 
nucleotides de 16 a 62 et 63 a 89, soit d'un seul fragment de 74 nucleotides 
de long comportant les nucleotides de 16 a 89. 
5 Ce ribozyme de 7* nucleotides a ete obtenu par transcription 

in vitro par la RNA polymerase T7 d'une matrice d'ADN bicatenaire. Cette 
matrice a ete obtenue en synthetisant chimiquement les sequences d'ADN, 
en les hybrxdant, puis en amplifiant ie produit obtenu par une reaction de 
PGR. Cette reaction de PGR permet^ en utilisant les amorces appropriees, 
10 d'ajouter les sequences de promotions de la transcription permettant le 
fonctionnement de la polymerase T7. 

La figure 2 illustre la structure ribozymique de 74 nucleotides 
et de son substrat de 13 nucleotides- 

Ge ribozyme long de 74 nucleotides est capable d'effectuer 
15 une coupure rapide du substrata Si Ton incube le ribozyme en presence du 
substrat pendant des temps variables de 0 a 60 minutes, dans un tampon 
contenant 10 mM MgGl2i 50 mM Tris pH 8,0 2 mM spermidine, on observe 
(figure 3) qu'une coupure a lieu. La figure 3 represente I'autoradiographie 
d'un gel de polyacrylamide 20 % sur lequel on a fait migrer les produits des 
20 incubations du ribozyme avec son substrat apres des temps variables. Le 
substrat a ete marque en 5* par du gamma-ATP '^P par la T4 polynucleotide 
kinase et purife sur gel de polyacrylamide avant utilisation. On observe 
qu'une partie importante de ce substrat est clivee des les premieres 
minutes de I'incubation, ciivage materialise par une bande marquee longue 
25 de 5 nucleotides qui apparait rapidement dans les conditions de fonctionne- 
ment ribozymique, c'est-a-dire en presence de magnesium. Les temoins 
effectues en presence d'EDTA sont negatifs, ce qui montre que Ton observe 
bien une reaction enzymatique dependant de la presence de magnesium (ou 
d'autres ions divalents) ce qui est une caracteristique des ribozymes. 
30 Exemple 2 

Les resultats experimentaux ci-apres montrent que la presence 
de la structure secondaire appariee situee entre les nucleotides 50 et 77 
n'est en partie pas indispensable a Tactivite catalytique de ce ribozyme. 
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En partant de la structure d'un ribozyme de 89 nucleotides de 
long comme celui decrit dans la figure 1, on precede a des experiences de 
deletion de certaines regions, et en particulier des deletions de la structure 
en epingle a cheveux ("hairpin") connprise entre les nucleotides 50 et 77. En 
effet, cette "hairpin" est une structure secondaire extremement stable, que 
Ton retrouve dans toutes les configurations potentielles calculees par des 
programmes de minimalisation d'energie appliques a I'anaiyse de la 
structure de ce ribozyme et est probablement effectivement presente dans 
la structure active. 

Afin de determiner si cette structure secondaire appariee 
jouait un r61e cataiytique ou bien structural, on a delete les nucleotides 53 
a 61 et 66 a 74, Ces deletions ont ete effectuees en synthetisant un 
fragment d'ADN comportant la sequence desiree, puis en amplifiant ce 
fragment par PGR comme decrit precedemment pour le ribozyme de 74 
15 nucleotides- Apres amplification avec les amorces appropriees et transcrip- 
tion par I'ARN polymerase de T7, on obtient une structure ribozymique 
longue de 71 nucleotides conservant son activite autocatalytique et 
fonctionnant a 37*'C et a 60*^0 (figure 4). 

Le ribozyme a ete marque en 5* par du gamma-ATP ^^P par la 
20 jfy polynucleotide kinase et purifie sur gel de polyacrylamicfe avant 
utilisation. On le denature a 95®C pendant 1 minute en presence de 1 mM 
EDTA, puis il est refroidi rapidement a O^C sur glace (snap-cool). Le milieu 
de reaction est ensuite ajuste en ajoutant 40 mM Tris pH 8,0 et 10 mM 
MgClj, puis incube a 37**C (2 a 7) ou a 60°C (8 a 13). Des fractions 
25 aliquotes sont preievees a des temps variables : 1 minute (2 & 8), 2 minutes 
(3 & 9), 5 minutes (4 a 10), 10 minutes (5 6c 11), 20 minutes (6 & 12), et 
60 minutes (7 & 13). Dans le contrSle (1), la reaction a ete arrStee au 
temps t 0 minute avant addition de tO mM MgClj* 

Le ribozyme natif (89 nucleotides de long) coupe son ARN 
30 avec un t de 15 secondes, alors que le ribozyme delete presente un t V2 
de 3 minutes. Done, la deletion modifie la structure generale du ribozyme, 
ce qui modifie la cinetique de la reaction, mais elle n'affecte pas 
directement le site cataiytique. 

II est done possible de reduire la taille de la structure 
35 ribozymique fonctionnelle de la figure 2 en reduisant partiellement la 
longueur de cette boucle 50-77. 



LEGENDES RELATIVES A LA FIGURE 3 



Tl - Substrat seul incube dans le milieu de reaction pendant 60' 
T2 - Substrat incube dans le milieu de reaction en presence du ribozyme HAV 
et de 10 mM EDTA 

C - Ctnfitique de coupure - substrat incub6 en presence du ribozyme HAV 
M • Marqueur de tailie indiquant la posia'on de la bande coupee attendue (5nO 



REVENDICATIONS 

1) Structure ribozymique derivee de TARN genomique du virus 
de J'hepatite delta consistant dans un ou plusieurs fragments dudit ARN 
genomique du virus de 1 'hepatite delta, et capable d'exercer une activite 

5 catalytique de coupure' en trans sur une autre molecule comportant une 
sequence specifique d'acide nucleique d'ARN. 

2) Structure ribozymique selon la revendication 1, caracterisee 
en ce qu*elle est constituee d'un ou deux fragment(s) issu(s) de la sequence 

• de 7^ nucleotides comportant les nucleotides de 16 a 89 representes sur la 
10 figure' 2, 

3) Structure ribozymique selon la revendication 2, caracterisee 
en ce qu'elle consiste dans le fragment de 7k nucleotides comportant les 
nucleotides de 16 a 89 representes sur la figure 2. 

k) Structure ribozymique selon la revendication 2 caracterisee 
15 en ce qu'elle consiste dans un fragment issu du fragment de 7^ nucleotides 
constitue des nucleotides 16 a 89 de la figure 2, fragment dans lequel une 
partie des nucleotides 50 a 77 ont ete deletes* 

5) Structure ribozymique selon Tune des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce qu'elle comporte une sequence d'au moins 12 nucleotides. 
20 6) Structure ribozymique selon l*une des revendications 1 a 5, 

caracterisee en ce que ladite sequence d'acides nucleiques de ladite autre 
molecule correspond a un fragment de I'ARN genomique du virus de 
1 'hepatite delta substrat de ladite activite catalytique de coupure en trans. 

7) Structure ribozymique selon la revendication 6, caracterisee 
25 en ce qu'elle est capable d'exercer une activite catalytique de coupure sur 

la liaison phosphodiester entre X et G avec X = C ou U d'une sequence 
d'acide nucleique ARN respectivement comportant la sequence 5'XGGCC3'. 

8) Structure ribozymique selon Tune des revendications 6 ou 7, 
caracterisee en ce qu'elle est capable d'exercer une activite catalytique de 

30 coupure sur une sequence d'acides nucleiques de ladite autre molecule 
comportant le fragment de 8 nucleotides allant des nucleotides 5 a 12 
representes sur la figure 2. 



TO 

9) Structure ribozymique selon I'une des revendications 1 a 8, 
caracterisee en ce qu'elle est inseree dans ladite autre molecule et est 
capable d'exercer une activite autocatalytique de clivage sur cette autre 
molecule dans laqueile elle est inseree. 
5 10) Structure ribozymique selon I'une des revendications 1 a 9, 

caracterisee en ce qu'elie est capable d'exercer une activite ribonucleasique, 
notannment endoribonucleasique, sur une aiutre molecule comportant un 
polyribonucleotide*. 

II) Structure ribozymique selon I'une des revendications i a 
iO 10 utile pour la mise en oeuvre d'une methode de traitement therapeutique 
ou prophylactique dans des cellules procaryotes ou eucaryotes, animales ou 
vegetales. 

15 



20 



25 



30 



35 



1/4 



^-'g- 

u- 

G G- 

A . 20C- 



C— G 
G— C 
loG— C 



C—G 
G— C 
G— C 



C—G u U 

C— G40 c 
G — C , 

CUGA G 
y GCAAC—G 

U— A 
I U 
C — G 
C — G 
G— C 
A— U70 

G— C 
G— C 
G— C 

60G— C 
A U 

C G 
C 



FIG.1 



2/4 



3' 



■5' 3* 

U— A 
C— G 
C— G 



C— G ' A— U 



G— C 
lOG— C 



C— G A 
G— C A 

C— G u U C80 

C— G40 c C G 

— r-S:§ 

CUGA G 
y GCAAC— G 

U— A 
I U 
C— G 
C— G 
G— C 
A — U70 

G— C 

G—C 

G— C 
60G— C 

A U 
C G 
C 



FIG.2 



3/4 




Substrat non coupg 



Produit de coupurc 



FIG.3 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 



4/4 




^^^^^^^^^^ ;*;t^,-?>"'>.o >;v. 




Substrat non coupe 



Produit de coupu re 



FIG.4 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 



A. CLjfl^SinCATION OF SUBJECT MATTER 

tot. C12N15/51; A61K31/70; C12N9/00 

According to International Patent Qassification (IPC) or to both national dassiftcation and IPC 

B. FIELX>S SEARCHED 

MtQimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

Int. CI? C12N ; A61K 

Documentation searched other than minimum documeotation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms Used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



NATORB. 

vol. 350, 4 April 1991, LONDCXT GB 
pages 434 - 436 
PERRCTTTA^ A. & BEEB, M.D* 'A 
pseudoknot-like structure required for 
efficient self -cleavage of hepatitis delta 
virus RNA' 

* the whole document, and particularly 
figure 1 * 



1,5-8 



Further documents are listed in the continuation of Box C. [ { See patent family annex. 



Special categories of cited documeDts: 

*'A" document deGnJog Ibe general state of ibe art which is not considered 
to be of particular relevance 

earlier document but published on or after (be international Hliog date 
L" document which may throw doubts on priority ctatm(s) or which is 
cited to establish the publication date of another citation or other 
special reason (as specified) 

•*0'* document referring to an oral disclosure, use. exhibition or other 
means 

document published prior to the tntemational filing date but later (ban 
the priority date claimed 



*T* later document published after the international filing date or priority 
date and not in ranflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying the invention 

''X'* document of particular relevaooe: the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when ibe document is taken alone 

•*Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the an 

"Sc" document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the tntemational search 
24 NovendDer 1992 (24.11.92) 


Date of mailing of the tntemational search report 
9 December 1992 (09.12.92) 


Name and mailing address of the ISA/ 

EUROPEAN PATENT OFFICE 

Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/lSA/210 (second sheet) (July 1992) 



C (Continuauon), DOCUMENTS CONSIDHRED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, /where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



NOCLETC ACIDS KESEftRCH- 
vol. 18^ No. 23, 11 Decembea: 1990, 
aRLINCTON, VIRCTNIA US 
pages 6821 - 6827 
PEKROna, A. & BEEN, M.D. "Sti& 
self -"Cleaving dcxnaiiL frcxn the gencxnic RNA 
of hepatLtxs delta viirusr sequence 
reguxTGineats and the effect of 
denaturants^ 

* the ^diole docLDnent^, and particularly 
figure IB * 

X I WO,A,9 104 324 (INNOVIR LJfflQRflTORIES, 
INC. ) 

4 April 1991 
Y I see the \diole document 

X I W0,A,9 104 319 (INNOVIR LABORATORIES, 
INC.) 

4 April 1991 

see page 12,. line 3 — page 14, line 16 
see figure 3 

PROCESSINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

samcEs OF usa. 

vol. 86, No. 6, March 1989, WASHINGIX3N US 
pages 1831 - 1835 

WU, H.-N. E!P AL. 'Human hepatitis delta 
virus RNA suhfragments contain an 
autocleavage activity' 
see the vahole document 

X I JOURNAL OF VIROLOOT 

vol- 62, No. 12^ Deconber 1988, BALTIMORE, 
US 

pages 4439 - 4444 

KUO, M.y.-P. ET AL. 'Characterization of 
self-<iLeaving RNA sequences on the genome 
and antigenome of human hepatitis delta 
virus' 

see tiie ^ole document 
NUCL£IC ACmS BESEARC^. 

vol. 19, No. 6, 25 March 1991, ARLING3X3N, 
VlKCxlNIA US 
pages 1285 - 1289 

SMITH, J.B. & DTNTER-GOCTLIEB, G. 
' Antiganomic h^)atitis delta virus 
ribozymes self -cleave in 18 M foonamide' 
see the ^ole document 



1,5-8 



9-11 

1,5-11 

9-11 
1-2,5-11 



1,5-ia 



V- 



F rm PCT/ISA/ZIO (continuaU'on of second sheet) (July 1992) 





n /'fVmtmtiation'l noniMFT^JTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 




Categ ry* 


Citati n of document, with indi cation, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


> 


P,X 


NOd^IC AC3DS RESEARCH 

vol, 19, No. 23, 11 deceiriber 1991, 

ARLXNOEON, VIRGINIA US 

pages 6519 - 6525 

THELL, G. ET AL. ' Self -cleavage of a 71 
nucleotide-long ribozyme derived from 
h^>atitis delta virus genomic RNA* 
see the \dioie document 


1-11 




P,X 


PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA 

vol. 88, No. 22, 15 Noveiriber 1991, 
WASHINGICN US 
pages 10163 - 10167 

BRANCH, A.D. & ROBERTSON, H.D. "Efficient 
trans cleavage and a common structural 
motif for the ribozymes of the human 
hepatitis delta agent' 
see the ^Aiole document, in particular 
figure IB and page 10165, ri^t-hand 
column, second paragraph 


1-2,4-8, 
10-11 



F nn PCr/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT ^ . . . ^ 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. ™ ^^°°f ^L^r 

SA 0434-7 

Has annex fists Che patent family memlicfs relating to the patent documents cited in the above-mentioneit international search report. 
TTie rocmhOT are as contained in the European Patent Office EDP file on . oii /-i i /fto 

The European Patent Office is in no way liable for these particulars whic^ are merely given for the purpose of mformation. 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
'date 



Patent fiamily 
membcrCs) 



Publication 
date 



WO-A-9104324 



04-04-91 



WO-A-91043I9 



04-04-91 



AU-A- 


6505990 


18-04-91 


AU-A- 


6511590 


18-04-91 


EP-A- 


0494228 


15-07-92 


EP-A- 


0494244 


15-07-92 


MO-A- 


9104319 


04-04-91 


AU-A- 


6505990 


18-04-91 


AU-A- 


6511590 


18-04-91 


EP-A- 


0494228 


15-07-92 


EP-A- 


0494244 


15-07-92 


WO-A- 


9104324 


04-04-91 



For more details about this annex : see ffidal Journal of the European Patent Office, No. 12/82 



I. CLASSEMENT DE LTNVENTION (si piusieurs symfaotcs de classificrtion sont appUcabIc, Its indigucr tous) 7 



Sdon U ctossificatioD internationaic des brems (OB) ou ± la fois selon U eiassifiotion nationale et la CBB 

CIB 5 C12N15/51; A61K31/70; C12N9/00 



0. DOIVLONES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimate consults* 



Systme de classification 



Symbotes de classification 



CIB 5 



C12N ; 



A61K 



Documentation consult^ autre que la documentotion minimale dans la mesure 
oa de tds documents font paitie des domaines sur lesquels la recherche a port^ 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS^' 



Catigorie" 



Identification des documents citAs, avec indiation, si necessaire^J 
des passages pertinents" 



No. des rcvendications 
vistes 14 



NATURE, ^„ 

vol, 350, 4 Avril 1991, LONDON GB 

pages 434 - 436 

PERROTTA, A. & BEEN, M.D. 'A 

pseudoknot-like structure required for 

efficient self-cleavage of hepatitis delta 

virus RNA' , - ^ 

* le document en entier, et specialement 

la figure 1 * 



1,5-8 



Categories spMales de docuracnts cttte^^ 
•A- document d*finissant I'tot gintoi dela technique, non 

considM comme paiticuUirement pertinent 
TT document antirienr, mals pnblU i la date de dipOt interna- 
tional ou aprds cette date 
V document pouvant jeter un doute sur one revendication de 
^ pSou'StfepouVdaerminerladatedepu^^ 

autre citation ou pour nne taison speaale (telle qu'tndiquee) 
'O' document se rtftant 1 nne divulgation orale, d un usage, d 

nne exposition ou tous autres moyas 
'P* document publl* avant la date de dtpflt Intmationai, mals 
postMcuiement i la date de priority rcvendiqute 

IV, CERTIFICATION 
Date d laquelie la reehtrche iotematianale a Ht cffecUvement achevee 

24 NOVEMBRE 1992 

Administration cfaargee de la recherche inteinationaie 

OFFICE EUROPEEN DES BREVETS 

FotaiOalr* PCT/ISA/210 (dcscttee itMti <Jaivter 19«5) 



document ult^eur pubU* postArieurement i la date de dipdt 
iSSJSoiSi ou i U date Se priorit* et n^PI^««"iSi 
4 1'ttal de la technique pertinent, mais dt* ^^.^^^^ 
le prindpe ou U thine constituant Ix base de rinvcntion 
-X" document particuUArement pertinent; I'lnvcjtion fewJJ- 
qutene pent «re considtrte comme nouveUe ou comme 
impiiquant une activity inventive 
*Y* document paitioiUirement potinenq llnvention rewen- 
diqufte ne peat etre considirte comme Impiiquant une 
a<Sivit« in^tive loisque le document est assodj dun ou 
nlusicurs autres documents de m«me nature, cette comoi- 
naison 4tant ividente pour «ne personne du mMer. 
document qui fait partie de la m€me famille de brevets 

Date d'expedition du present rapport de recherche interaationaie 
Signature du fonctionnaire autoris6 

ANDRES S.M. 



^OriE DES KENSEIGNEMENTS INDIQUES SURLA. 
m. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS " DEDXIEME FEUILLE) 


C3t<gorie° 


Uentificatioii dts dooaments cicisv^^ avec cadfoition, si n£cessatre 
des passages pertinents ^'^ 


No. des Kveadicatloiis 


X 
Y 


NUCLEIC ACIDS RESEARCH. 

vol. 18, no. 23, 11 Decemfare 1990, 

ARLINGTON, VIRGINIA US 

pages 6821 - 6827 

PERROTTA, A. & BEEN, M.D. 'The 

self-cleaving domain from the genomic RNA 

of hepatitis delta virus: sequence 

requirements and the effect of 

denaturants ' 

* le document en entier, et special ement 
la figure IB * 


1,5-8 
9-11 


X 
Y 


WO, A, 9 104 324 (INNOVIR LABORATORIES, 
INC.) 

4 Avril 1991 

voir le document en entier 


1,5-11 
9-11 


X 


WO, A, 9 104 319 (INNOVIR LABORATORIES, 
INC.) 

4 Avrfl 1991 

voir page 12, ligne 3 - page 14, ligne 16 
voir figure S 


1-2,5-11 


X 


PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA. 

vol. 86, no. 6, Mars 1989, WASHINGTON US 
pages 1831 - 1835 

WU, H.-N. ET AL. 'Human hepatitis delta 
virus RNA subfragments contain an 
autocleavage* activity' 
voir le document en entier 


1,5-10 


X 


JOURNAL OF VIROLOGY 

vol. 62, no. 12, Decemfare 1988, BALTIMORE, 
US 

pages 4439 - 4444 

KUO, H.Y.-P. ET AL. 'Characterization of 
self-cleaving RNA sequences on the genome 
and antigenome of human hepatitis delta 
virus' 

voir le document en entier 


1 


A 


NUCLEIC ACIDS RESEARCH. 

vol. 19, no. 6, 25 Mars 1991, ARLINGTON, 

VIRGINIA US 

pages 1285 - 1289 

SMITH, J.B. & DINTER-GOTTLIEB, G. 

'Afiti genomic hepatitis delta virus 

rifaozymes self-cleave in 18 M formamide' 

voir le document en entier 

-/— 


1 



Fatniatre PCT/ISA/210((cilIte mdHUoamtOt} (OctobK t911| 



in. DOCUMENTS CONSIDERE5 COMME PERTINENTS 



(SUITE DES REN5EIGNEMENTS INDIQUES SUR LA 
DEUXIEME FEUnXE) 



I Catigorie 



Identification des documents dths, ^ avcc indication, si nteessaire 
des passages pertinents ^'^ 



No. des tcvendications 



P,X 



P,X 



NUCLEIC ACIDS RESEARCH 

vol. 19, no. 23, 11 Decembre 1991, 

ARLINGTON, VIRGINIA US 

pages 6519 - 6525 

THILL, G, ET AL. 'Self-cleavage of a 71 
nucleotide- long ribozyme derived from 
hepatitis delta virus genomic RNA* 
voir le document en entier 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA 

vol. 88, no. 22, 15 Noverabre 1991,- 
WASHINGTON US 
pages 10163 - 10167 

BRANCH, A.D. & ROBERTSON, H.D. 'Efficient 
trans cleavage and a common structural 
motif for the ribozymes of the human 
hepatitis delta agent' 
voir le document en entier, special ement 
la figure IB et page 10165, colonne de 
droite, le deuxieme paragraphe 



1-11 



1-2,4-8, 
10-11 



FonUlts PCr/ISA/2tO(feallto iiWltInf Mr) (Octobn IMl) 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

RELATIF A LA DEMANDE INTERNATIONALE NO. 9200840 

SA 64347 



LajpTcseote mnoexe indique les raensbtts de ia fsmille de brevets reladfis aux doGuments brevets cites dans le rapport de 
lechcrcbc tnterxtaCiotude vise c£-dessu& 

Les£ts merobres sont contemis au ficfaier infbrmatique de TOfiBce curopecn des brevets a la date du 

Les rensetgnenients fonniis sont doooes a titre indicatif et n'cogageot pas la responsabilite de TOIfice europeen des brevets.24/1 1/92 



1 Docomcat brevet cite 


Datede 


Mciiibre(s) de la 


Datede 


au rapport de rectiegche 


publicatioii 


fomiQe de brevet(s) 


piifalicatloo 



WO-A-9104324 



04-04-91 



AU-A- 
AO-A- 
EP-A- 
EP-A- 
WO-A- 



6505990 
6511590 
0494228 
0494244 
9104319 



18-04-91 
18-04-91 
15-07-92 
15-07-92 
04-04-91 



WO-A-9104319 



04-04-91 



AU-A- 
AU-A- 
EP-A- 
EP-A- 
WO-A- 



6505990 
6511590 
0494228 
0494244 
9104324 



18-04-91 
18-04-91 
15-07-92 
15-07-92 
04-04-91 



Poor tout I 



t coneenant cette annexe : voir Journal Offidel de I'Office curotieen des brcvetsi No.IZ/82 



